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要旨 
Protocadherin 24 (PCDH24, PC-LKC, CDHR2)は 1310アミノ酸から成る膜たんぱく質であり、
正常な肝臓・腎臓・大腸に特異的に発現し、これらの組織由来のがん細胞ではその発現が抑制する
事が知られている。また、大腸癌由来の細胞株に PCDH24を強制発現させると、接触阻⽌能が復
帰する事が⽰されている。本研究では、PCDH24 が持つ組織特異的な細胞の増殖制御のメカニズ
ムを明らかにする事を最終的な目的とし、⼆次元電気泳動を用いた網羅的なたんぱく質プロファイ
ルの解析と、HaloTagテクノロジーを用いた⾼効率なプルダウンアッセイによる PCDH24と結合
する分⼦の同定を⾏った。まず、大腸癌由来細胞株 HCT116に PCDH24-EGFP融合タンパク質を
発現させた HCT116-PCDH24-EGFP安定発現株と HCT116-親株を用いて、接触阻⽌が起こるよ
うな⾼密度な培養状態の両者のサンプルを⼆次元電気泳動によってたんぱく質プロファイルの⽐
較を⾏ったところ、検出された 683のたんぱく質スポットのうち、224スポットでたんぱく質量
の変化がみられた。このゲルからスポットを切り出し、MALDI-TOF型質量分析装置によるペプチ
ドフィンガープリント法及び液体クロマトグラフィー/イオントラップ型質量分析装置による
MS/MS分析によって、124スポットについて、含まれるたんぱく質名を推定もしくは同定する事
ができた。その結果から、たんぱく質量が増加する遺伝⼦１４種類、減少する遺伝⼦４４種類を推
定もしくは同定した。 
この実験の結果から、特に Vimentin、HSP90などの間葉系マーカーと⾔われる遺伝⼦グループ
の発現亢進に着目した。これらのグループの遺伝⼦は上⽪細胞様の挙動を取る HCT116-PCDH24
安定発現株ではむしろ発現量が下がっていると当初考えていた遺伝⼦であったからである。そこで、
この細胞の形態と遺伝⼦の発現パターンの違いに興味を持ちこれら間葉系マーカー遺伝⼦につい
て解析を進めたところ、強固な細胞接着を維持するために重要な役割を果たしている事で知られて
いる E-cadherin が、HCT116-PCDH24 発現株において殆ど完全に消失している事がわかった。
この E-cadherin は細胞内ドメインに形成されるβcatenin 複合体の⾜場として細胞内骨格を形成
する事で知られているが、細胞をローダミンファロイジン染⾊すると HCT116-PCDH24発現細胞
ではE-cadherinが消失しているにもかかわらず強固なアクチンストレスファイバーの形成が確認
された。そこでこのβcatenin複合体について検討を⾏ったところ、HCT116-PCDH24が発現して
いる状態では、E-cadherinが存在していないにもかかわらず細胞膜上にβcateninが局在化してい
る事を⾒出した。 
βcatenin は E-cadherin 複合体の中⼼的な役割を果たすたんぱく質であり、同時に核内へ移⾏す
ると oncogene として細胞増殖に係わる遺伝⼦の転写を亢進させる事が知られている。HCT116
を含む多くの大腸癌細胞は、このβcatenin の分解機構に異常があるために癌化していると考えら
 4 
れており、HCT116親株ではβcateninは細胞膜及び細胞質、核とほぼ全域に渡って分布している。
このβcatenin が HCT116-PCDH24 発現株では細胞膜に局在するという事実は、この局在性の変
化がそれ以降の増殖関連のイベントの発⽣を阻⽌しているという可能性を⽰唆するのではないか
と考えた。 
この仮説に沿ってβcatenin の局在を組織化学的な⼿法によって解析したところ、細胞密度依存
的に、つまり PCDH24発現細胞が接触をしていない箇所ではβcateninの膜への局在化が起こらな
いのに PCDH24発現細胞同⼠が接触する境界にβcateninが集積するという事を発⾒した。この結
果から、PCDH24発現細胞では接触シグナルに反応して細胞膜へのβcateninのリクルートが起こ
っており、組織の損傷などにより細胞間に空隙が出来ると速やかにこの局在化が解除され、増殖・
移動を開始するという接触阻⽌のモデルが⽰唆された。 
PCDH24 は E-cadherin 同様カドヘリンファミリーに属する遺伝⼦である。そのため、当初
PCDH24とβcateninが直接的に結合する事で膜局在化をもたらすというモデルを想定していたが、
IP-western blotなどの⼿法を用いた実験ではこの PCDH24-βcateninの直接的相互作用は検出で
きなかった。そこで⾼効率で非特異的な結合の少ない HaloTag を用いたプルダウンアッセイの系
を構築し、PCDH24と相互作用するたんぱく質の同定を試みたところ、Galectin1/3という分⼦を
同定する事に成功した。さらに組織化学的な解析を⾏ったところ、細胞密度依存的に PCDH24と
Galectin1/3が細胞膜上に共局在する事がわかった。しかしながら、HaloTagを用いたこの実験に
おいてもβcatenin との相互作用を⾒いだす事ができなかった。さらに PCDH24 における
Galectin1/3 の相互作用領域を決定するために PCDH24 の細胞内ドメインの⽋損クローンを用い
た解析から、Galectin1/3の PCDH24への結合は PCDH24のアミノ酸残基 1186番目から 1280
番目が必須であるという事を明らかにした。 
次に、Galectin1/3のβcateninの局在性への影響を調べるため Galectin1/3を⼀過性に過剰発現
させた HCT116 細胞を用いて免疫染⾊を⾏ったところ、PCDH24 の発現の有無にかかわらず、
Galectin1/3 の過剰発現細胞ではβcatenin が膜へと局在しない事を⾒出した。この結果は
Galectin1/3が PCDH24によって細胞膜へとリクルートされる事によって、βcateninの下流への
シグナル伝達が抑制されるというモデルを⽰唆するものである。 
そこで、さらにこのモデルの検証を⾏うため、Galectin1/3の下流で細胞増殖を制御していると
いう⽂献的報告のある PI3Kの活性を測定した。すると予想通り、PCDH24発現株では、細胞密度
に依存的に PI3K の活性が有意に低下している事を⾒出した。さらにこの活性の低下は
Galectin1/3 の過剰発現によって抑制される事を確認した。また、PI3K の阻害剤を用いた実験か
ら PCDH24 非発現 HCT116 細胞においても PI3K 活性が低下すればβcatenin の膜局在が起こる
事を明らかにした。 
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これらの⼀連の実験結果から、PCDH24が惹起する接触阻⽌は PCDH24同⼠の接触刺激によっ
てトリガーされる Galectin1/3 の細胞膜へのリクルートを介したβcatenin の膜局在化の誘導によ
るものであり、このβcatenin の局在化がその下流に広がる上⽪間葉転換様の挙動を遮断している
という⼀連のモデルが⽰唆された。このモデルは、HCT116 細胞が細胞密度の変化に素早く対応
して増殖シグナルをトリガーするために合理的なモデルであると考えられる。 
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第 I章 序論 
⽣体の維持という観点において細胞の増殖と増殖停⽌のバランスは極めて重要なシステムの⼀
つであり、このシステムの崩壊は主として癌、すなわち無秩序な細胞の増殖を招く。癌は現代医学
に於いても未だ克服する事のできていない重篤な疾患の⼀つである(Giuliani F, et al., 2010)。こ
れまでの知⾒によれば、個々の癌の発⽣には組織毎に異なった原因遺伝⼦の存在が⽰唆されており、
これらの原因遺伝⼦はバイオマーカーとして注目を集めている(Kushi Lawrence Haruo et al.,  
2006)。本研究において着目した大腸上⽪癌では、その原因の大半にβcatenin の分解異常が関与
していると⾔われている。これは、通常βcateninは細胞質中で GSK3βをはじめとするリン酸化酵
素による修飾を受け、最終的にユビキチン・プロテアソームで分解される事で核内存在量を調節し
ているが、多くの大腸上⽪癌細胞中ではこのβcatenin のリン酸化部位に変異が⽣じてリン酸化修
飾を受ける事ができず、分解されないまま過剰量のβcatenin が核へ移⾏する事で増殖因⼦の転写
が異常亢進、結果として無秩序な細胞増殖へとつながるという知⾒に基づく(Ge X. et al., 2010)。 
しかし、PI3KなどのGSK3βによるリン酸化を介さないβcateninの活性制御の報告もあるため、
⼀概に大腸癌の原因がβcateninの変異によるものであると⾔い切る事はできないが、βcatenin 変
異を含む細胞群は⼀つの大腸上⽪癌細胞モデルとして広く利用されている。 
 正常な組織において細胞数は動的平衡によって保たれており、肝臓や上⽪細胞など代謝サイクル
の短い臓器では細胞の増殖が顕著である。つまり細胞密度依存的に増殖システムの進⾏と停⽌を制
御するメカニズムの存在が不可⽋であり、それは細胞-細胞間の接触によってトリガーされる事か
ら接触阻⽌(contact inhibition)と呼ばれる。このメカニズムに深く関与していると考えられてい
るのがカドヘリンと呼ばれるたんぱく質ファミリーである。最も良く研究されている
epithelial-cadherin (E-cadherin)は細胞膜上に存在し、細胞外へ伸びたカドヘリンリピートと呼
ばれる部位が他の細胞のカドヘリンリピートと接触する事で細胞密度を感知し、細胞内に伸びる部
位が前述のβcateninと結合、それを⾜場として p120、αcateninなど複数のたんぱく質からなる
複合体とアクチンストレスファイバーと呼ばれる繊維質の巨大な複合分⼦を形成する事で細胞を
強固に固定する役割を持つ。 
本研究で対象としているprotocadherin 24 (PCDH24)も1310アミノ酸残基から成るカドヘリ
ンファミリーの⼀員であり、細胞外へ伸びるカドヘリンリピートと細胞内ドメインを持つ膜たんぱ
く質である(図 1-1)。PCDH24は以前 Protocadherin liver-kidny-colon (PC-LKC)と命名されて
いたように、肝臓、腎臓、大腸の組織特異的な発現が⾒られる遺伝⼦であり、これらの組織が癌化
すると消失する事が知られている(Okazaki N, et al., 2002)。これは、PCDH24が臓器特異的に
おいてその増殖を抑制的にコントロールしているという可能性を⽰すものであった(Michael P. 
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Krahn, et al., 2010)。実際に、PCDH24を過剰発現させたヒト大腸上⽪癌由来の細胞株 HCT116
では接触阻⽌の機能が復活し⼀定の細胞密度で増殖をやめるようになる（Brattain MG, et al., 
1981, Okazaki N, et al., 2002）。 
本研究は、このように興味深い特徴を持つ PCDH24に着目し、その機能と細胞増殖の接触阻⽌機
構との関係を明らかにする事を目的とする。PCDH24 の機能解析を⾏う事は、大腸癌発⽣のメカ
ニズムの解明のために非常に重要性が⾼いものであると捉え、本研究では PCDH24発現細胞の内
部で起こっている転写・翻訳の変化を解析、そこから PCDH24によって制御されているシグナル
ネットワークの推測を試みた。さらに、そこで得た知⾒を元に、βcatenin の膜局在化という現象
に着目、PCDH24発現細胞と細胞密度の関係性をβcateninの膜局在化によって観察した。さらに
PCDH24 の細胞内ドメインにおいて直接相互作用する分⼦の同定を⾏った。これらの⼀連の実験
により、PCDH24 発現細胞が接触刺激を受け、細胞内ドメインが相互作用分⼦をリクルートする
事でその下流のシグナル伝達経路に影響を及ぼし、結果的にβcatenin の膜局在化というイベント
を引き起こすに⾄る、というネットワークの存在を明らかにした。 
 
図 1-1 PCDH24の構造 PCDH24は 1310アミノ酸から成る膜たんぱく質で、7つのカドヘリン
リピートと C末端に PDZ認識配列を持つ。 
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第 II章 材料・⽅法 
 
 細胞培養 
 本実験に用いた HCT116 細胞及び、その改変細胞株 HCT116-PCDH24-EGFP B5、
HCT116-PCDH24-EGFP B6、HCT116-EGFPは古閑らによって作製された(Okazaki N, et al., 
2002)。B5 B6はクローン番号を⽰す。細胞は 10% FBS含有 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(D-MEM) を用いて 37℃ 5% CO2の元に培養した。PCDH24-EGFP融合たんぱく質発現株及び
EGFP発現株は G418 (50μg/mL)をメディウム中に添加した。 
 
 Total RNAの取得 
 Total RNAの取得には、QIAGEN社の RNeasy mini kitを用いた。100mm dishにコンフルエ
ントな状態の細胞を kit添付のライセート試薬を用いて溶解した。ライセートのホモジネートには
QIAシュレッダーを用い、キット添付のプロトコルに準拠した。取得したRNAはAgilent社のRNA 
6000 nano reagent kitによって調整したサンプルを Agilent社の 2100 Bio Analyzerで解析し
た。RNA の完全性と濃度を測定し、これをクオリティチェックとした。本研究ではこのクオリテ
ィ値が 0.9以上(理論上の最⾼値は 1.0)のサンプルのみを DNAマイクロアレイサンプルに使用し
た。 
 
 DNAマイクロアレイ 
 クオリティチェックを通過した RNAサンプルを Affymetrix社の Gene Chip Human Genome 
U133 Pus 2.0 Array システムを用いて解析した。Total RNA 5μg から、One-cycle cDNA 
synthesis kit (Affymetrix社)によって cDNAを合成し、Sample cleanup moduleを用いて精製
した。次に cDNAから Gene Chip IVT labeling Kit (Affymetrix社)によってフラグメント化され
たビオチン標識の cRNA を合成した。cRNA のサンプルの⼀部を RNA 6000 Nano reagent kit
を用いて調整し、2100 Bio Analyzer でクオリティチェックを⾏った。フラグメント化された
cRNA15μgを Gene Chip Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix社)によってハイブリ
ダイゼーションカクテルとし、これをアレイチップ (Gene Chip Human Genome U133 Pus 2.0)
へとアプライした。16 時間、45℃、60rpm でハイブリダイゼーションした後、Gene Chip 
Hybridization, Wash and Stain Kit (Affymetrix社)で染⾊を⾏い、Gene Chip Scanner 3000 
(Affimetrix 社)を使用してシグナル検出を⾏った。⼀連の解析プロトコルは Gene Chip 
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Expression Analysis Technical Manualに準拠して⾏った。解析は PCDH24非発現細胞、PCDH24
発現細胞それぞれで n=3で実験を⾏いシグナルデータを得た。 
 得られたシグナルデータは、統計解析ソフト R で bioconductor の R/affy パッケージを用いて
RMA (rate monotonic analysis)補正を⾏った。RMA 補正済みのデータは、プローブセットの
intensityを log2変換によって正規分布へ近似させた後、z score (Z score = (Xi – average) / 
std)で更に補正した。また、データの有意性は Z score をもとに t 検定を⾏い、各群の p-value 
(p<0.0001)を算出する事で求めた。多くの解析で用いられている p-value (p<0.001)ではダイ
ナミックな mRNA レベルの変化が起こる PCDH24 の発現解析を捉える条件として不適切であっ
たため、p<0.0001 としている。このデータを用いて、各群の intensty の平均から foldchange
を求め、mRNA量の変化率を求めた。 
 
 細胞からの⼆次元電気泳動用検体の調製 
 ⼆次元電気泳動用の細胞抽出液の調製のために、最終濃度 50%尿素、0.2%SDS、2%Triton 
X-100、1%DTT、2%ファルマライト(pH3-10)になるように滅菌精製⽔ 1mlにメスアップした。
また、ウェスタンブロット用のライセートバッファとして 50%尿素、0.2%SDS、2%Triton 
X-100、1%DTTとなるように最終濃度滅菌精製⽔ 1mlにメスアップしたものを使用した。 
 細胞は、100mm dishにコンフルエントな状態の細胞(約 4 × 107  個)を PBSで 3回洗浄し
た後、ライセートバッファ 800μlで溶解した。得られた細胞抽出液を超遠⼼装置 himac CS120FX、
ローターは S120AT2を用い、100000xg 4℃ 30分の条件で超遠⼼し不溶物や核酸を除去した後、
更に超⾳波処理 (ULTRAS HOMOGENIZER, output:6 on ice, 30sec)を⾏い、溶液の粘度を下げ
た。 
 
 たんぱく質定量 
回収･前処理後の細胞抽出液中のタンパク質量の定量のために、ライセートを滅菌精製⽔で 10
倍希釈し、Protein Assay(BIO-RAD)を使用しブラッドフォード法によって定量を⾏った。標準物
質として Albumin standard(2mg/ml)(PIERCE)を滅菌精製⽔で段階希釈して終濃度 1、0.8、0.6、
0.4、0.2μg/mlとし、標準曲線を作成した。 
 
 ⼆次元電気泳動(⼀次元目、等電点電気泳動) 
等電点電気泳動装置クールホレスター (Anatech)を用いて東京都⽼⼈総合研究所のプロテオー
ム デ ー タ ベ ー ス の プ ロ ト コ ル に 準 拠 し て ⾏ っ た 。 Ready strip gel (BIO-RAD
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社)pH3-10/3-6/4-7/5-8/7-10、7cm/18cm を膨潤バッファ(36%尿素、15.2%チオ尿素、
0.2%DTT、1%ファルマライト、0.025M酢酸、0.025% Orange-G、2% Triton X-100、滅菌
蒸留⽔で 10mlにメスアップ)で 20℃⼀晩膨潤後、全細胞ライセート 500μgをアプライして等電
点電気泳動を⾏った。(表 1.Ready Strip gelの pH勾配と膨潤液ファルマライトの pH、等電点電
気泳動の電圧プログラム参照)  
 
表 1.Ready Strip gelの pH勾配と膨潤液ファルマライトの pH、等電点電気泳動の電圧プログラ
ム 
本研究では最も多くのタンパク質スポットが集中する pH4-7(BIO-RAD)での等電点分離を⼀次
元目の泳動に用いた。 
 
 ⼆次元電気泳動(⼆次元目、SDS-PAGE) 
等電点電気泳動後の Strip gelを SDS処理液(36%尿素、0.5% DTT、50mM pH6.8 Tris-HCl、
2% SDS溶液、0.025%BPB溶液、30% グリセロール/Strip gel⼆本分)で室温30分間振盪した。
この Strip gelをスラブ型電気泳動層 BE-14R (BIO CRAFT)を使用、Tris-Glycine系の SDS泳動
バッファ(0.3%Tris、1.4% Glycine、0.1%SDS を滅菌蒸留⽔で 1000ml にメスアップする)で
SDS-PAGEを⾏った。60mA/gel⼆枚で泳動を⾏い、BPBのラインが gel下端より約 1.5cmのと
ころまで泳動を⾏った。 
SDS-PAGEには BIO CRAFT社のゲル作成器(PA-14GM)を使用して 18cm*16cm、厚さ 1mm
の 10%アクリルアミドゲルを作製した。ゲルの組成は、10%アクリルアミド(アクリルアミド:ビ
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スアクリルアミド=37.5:1)、0.375M pH8.8 Tris-HCl、0.1% SDS、0.04%Ammonium 
Persulfate、0.06%TEMEDとした。 
 
たんぱく質の染⾊ 
⼆次元電気泳動のゲルイメージを取得するため、SYPRO Ruby (Invitrogen)(励起波⻑ 280nm, 
450nm/蛍光波⻑ 618nm)で蛍光染⾊した。固定液(50% メタノール、10% 酢酸)、室温、2 時
間固定したのち、SYPRO Rubyで 4℃、終夜で染⾊した後、脱⾊液(10% メタノール、7% 酢酸)
で脱⾊し、蛍光の検出は FLA3000GF (FUJIFILM)(100μm、16bit、励起波⻑ 532nm/蛍光波⻑
580nm)によって⾏った。また、染⾊したゲルは Fluoro phorestor 3000 (Anatech)で⻘⾊光に
よって蛋⽩スポットを検出、付属のゲルピッカーで切り出し、質量分析サンプルとした。 
 
 画像解析 
検出したゲルイメージを、電気泳動ゲル画像解析ソフトウェア Shimadzu Phoretix 2D proで
解析し、遺伝⼦の過剰発現による蛋⽩質合成の変化を測定した。⼆次元電気泳動の統計的な有意性
を得るため、n=3 で実験を⾏い、蛍光強度のノーマライズのため、スポットの検出されなかった
領域の平均値をバックグラウンドとし、スポットの蛍光強度/バックグラウンド=スポットの蛋⽩
量とした。過剰発現、非発現のゲル間でマッチングしたスポットの蛋⽩量を⽐較し、すべてのゲル
で共通して蛋⽩量に変化のあるスポットを検出した。 
 
 たんぱく質の同定 
⼆次元電気泳動のゲルより切り出した蛋⽩質の同定のために、MALDI-TOF質量分析装置を用い
たペプチドマスフィンガープリント（ＰＭＦ）法を用いた。切り出したゲルプラグを還元化処理液
(DTT 7.5mgを 100mM重炭酸アンモニウム⽔溶液 5mlに溶解)で室温 30分振盪保温後、さらに
アルキル化試薬液(ヨードアセトアミド 0.05gを 100mM重炭酸アンモニウム⽔溶液 5ml に溶解
で室温 30分振盪保温した。次に脱⾊液 A(50% メタノール、50mM重炭酸アンモニウム⽔溶液)
で室温 15分振盪 3回、脱⾊液 B(50% アセトニトリル、50mM重炭酸アンモニウム⽔溶液)で室
温 15 分振盪 3 回脱⾊した。100% アセトニトリルで脱⽔の後風乾、トリプシン消化液 20μl
（Trypsin gold Mass spectrometry Grade (17000U/μg) (Promega)を 50mM酢酸⽔溶液で 1
μg/μlに希釈し、25mM重炭酸アンモニウムで最終濃度を 10ng/μlに調製した）をゲルプラグに
加え、37℃ 16時間ゲル内消化を⾏った。この溶出したペプチドを Zip-Tip C18 (Millipore)で脱
塩・濃縮を⾏った。Zip-Tipによる脱塩・濃縮は以下の⼿順で⾏った。平衡化バッファ(50% アセ
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トニトリル 0.1% TFA⽔溶液)、0.1%TFA⽔溶液の順で Zip-Tipを平衡化、溶出したペプチドを
チップに吸着させ、0.1% TFA ⽔溶液で洗浄を⼆回繰り返し、溶出バッファ(50% アセトニトリ
ル、0.1% TFA ⽔溶液)1.7μl で溶出、サンプルプレートに滴下した。サンプルから溶媒を蒸発さ
せたのち、⾼純度 Matrix ( α -Cyano-4- hydroxycinnamic acid (4-CHCA)0.25mg/ml) 
(Shimadzu)を 1.5μl滴下、さらに内標準物質として ACTH(500fM、1.7μl)を滴下し、サンプルと
した。ピークの検出には AXIMA-CFR+ (Shimadzu)を使用した。分析器の設定は、
Tuning:reflection 、 Mass rang:600-3000 、 Power:55-63 、 Profiles:20-200/sample 、
Shots:5accumulated/ profileとして実験を⾏った。検出されたピークを Mascot Search(Matrix 
science)を用いて Mammalia(NCBI)データベースに対して PMF を⾏い、蛋⽩質を同定した。発
現量が低い蛋⽩質に関しては通常のサンプルプレートでは解析が困難であったため、Focus 
Mass-T3 Reagent kit (CHCA) (MALDI-TOFMS濃縮用試薬キット) (Shimadzu)を用いてプレー
ト上でのサンプルの濃縮を⾏った。脱⾊の⾏程までは通常のサンプルプレート同様に処理を⾏い、
トリプシン消化液 3μl〜6μlでゲルを膨潤後、25mM重炭酸アンモニウムを 25μl加え、37℃で 16
時間反応したものをサンプルとした。そのサンプルを Zip-Tip C18 で脱塩・濃縮し専用のプレー
トに溶出バッファ 20μlを滴下した。脱塩・濃縮の⼿順は前述のプロトコルに従い、Matrix は kit
付属の、⾼純度 Matrix (α-Cyano-4- hydroxycinnamic acid (4-CHCA))(Shimadzu)を使用した。 
 LC/MS解析については、LC部分を MAGIC 2002 (AMR)を用いサンプルの分離を⾏った。アプ
ライするサンプルはMALDIによる質量分析同様ZIP-Tipを用いた濃縮を⾏い、溶出バッファ(50% 
アセトニトリル、0.1% TFA ⽔溶液)1.7μl で溶出したものを使用した。イオントラップ型の質量
分析器として、Finnigan LTQ (Thermo)を使用した。その操作⽅法はマニュアル記載の⽅法に従
い、得られたピークデータは MASCOTを用いて解析した。 
 
 ウェスタンブロット  
SDS-PAGEしたゲルを PVDF膜へセミドライタイプのブロッティング装置を用いてトランスフ
ァーを⾏った (1mA/cm²  室温  1.5 時間 )。トランスファーした PVDF 膜 (Amersham 
Hybond-P(GE Healthcare))をカゼインバッファー(10x CASEIN SOLUTION (VECTOR))を
TTBSでブロッキング(室温 1時間振盪)し、カゼインバッファーに⼀次抗体を希釈して室温 2時間
振盪の条件でインキュベートした。TTBSは 0.24% Tris、0.8% NaCl、0.1% Tween20、塩酸
で pH7.6に合わせ 1Lにメスアップ)で希釈して作製した。 
⼀次抗体後の PVDF膜を TTBSで室温 5分 3回洗浄を⾏った後、⼆次抗体をカゼインバッファ
ーに希釈して室温 45分振盪の条件でインキュベートした。 
⼆次抗体反応後の PVDF 膜を TTBS で室温 10 分 3 回洗浄し、 Immobion western 
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Chemiluminescent HRP substrate (MILLOPORE)による化学発光で検出した。検出には
LAS3000mini (FUJIFILM)を用いた。使用した抗体の由来は次の通りである。P53(Santa Cruz)、
E-Cadherin (Innogenex)、β-catenin (BD transduction)、PCDH24 (かずさ DNA研究所)、ECL 
Anti-Mouse IgG,HRP-Linked Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare)、 ECL 
Anti-Rabbit IgG,HRP-Linked Species-Specific Whole Antibody (GE Healthcare)。それぞれの
抗体は、カゼインバッファー(10x CASEIN SOLUTION (VECTOR)を TTBSで希釈)で⼀次抗体は
1000倍希釈、⼆次抗体は 20000倍希釈して使用した。 
 
 HCT116-PCDH24-HaloTag誘導型安定株の作製 
PCDH24 の ORF 配列を HaloTag 発現ベクターpFC8A (Promega)へとクローニングし、この
PCDH24-HaloTag 融合発現配列を pDEST-TetO2 ベクター (Invitrogen)へ移した。これをゲー
トウェイシステム(Invitrogen)を用いて同社の Jump-In システムベクターpJTI-DEST30 へと乗
せ変えた。 
大腸がん由来細胞株 HCT116へトランスフェクション試薬 Fugene HD（Roche）を用いてテト
ラサイクリンリプレッサー発現ベクターpTetR/4.2を導⼊、5μg/ml Blastcidinをメディウムに添
加した選択培地を用いてテトラサイクリンリプレッサー安定発現 HCT116株を作製した。 
このテトラサイクリンリプレッサー安定発現 HCT116 株へ pJTI-DEST30 PCDH24-Halo 
TetO2をトランスフェクションにより導⼊した。100μg/ml Hygromycinをメディウムに添加し
た選択培地を用いて、導⼊株のスクリーニングを⾏った。 
作製した株の評価は RT-PCRと 1ng/ml Doxycyclineによる発現誘導によって⾏った。 
 
 HaloTagプルダウンアッセイ 
 作製した HCT116-PCDH24-HaloTag誘導株を 1ng/ml doxcyclineを添加した誘導培地によっ
て継代し PCDCH24-HaloTag発現細胞を取得した。 
 PCDH24発現細胞と非発現細胞を cell lytic M (Thermo)によって溶解し、HaloTag pulldown 
kit (Promega)を用いて溶液中の PCDH24-HaloTag たんぱく質とその相互作用分⼦を回収した。
Wash、溶出は kit添付のプロトコルによる。 
 また、同様の実験を Galectin1-HaloTag、Galectin3-HaloTag、PCDH24⊿ECD－HaloTag を
其々⼀過性発現系を用いて⾏った。また、プルダウンサンプルから特定のたんぱく質のみを検出す
るためにwestern blotを⾏った。⼀次抗体にβ-catenin (BD transduction)、 PCDH24 mouse 
polyclonal (Abnova)、 PCDH24(かずさ DNA 研究所)、Galectin1 (Santa cruz)、Galectin3 
(Upstate)を用いた。⼆次抗体には ECL Anti-Mouse IgG,HRP-Linked Species-Specific Whole 
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Antibody (GE Healthcare)、 ECL Anti-Rabbit IgG,HRP-Linked Species-Specific Whole 
Antibody (GE Healthcare)を用いた。それぞれの抗体は、カゼインバッファー(10x CASEIN 
SOLUTION (VECTOR)を TTBSで希釈)で⼀次抗体は 1000倍希釈、⼆次抗体は 20000倍希釈し
て使用した。PCDH24 mouse polyclonal抗体の検出のために Can get signal solution2を用い
て⼆次抗体を希釈して使用した。 
 
免疫染⾊ 
 各たんぱく質の細胞内局在を観察するために免疫染⾊を⾏った。観察する細胞を poly-D-lysine
コーティングチャンバースライドグラス(4well)に撒き、37℃ 5% CO2の条件下で培養した。培
養した細胞は PBSで 1回洗浄した後、5%ホルムアルデヒド/リン酸緩衝液で 15分反応させスラ
イドグラス上に固定した。固定した細胞をPBSで5分間3回洗浄した後、0.1% Triton X-100/PBS
で 5分間膜処理を⾏った。PBSで 5分間 3回洗浄した後 3% filtered BSA/PBSを加え 30分間室
温でブロッキングした。その後 western blot の項で用いた各⼀次抗体を 3% filtered BSA/PBS
にて 1000倍に希釈して反応させた。4℃で⼀晩反応させた後、5分間 3回 PBSで洗浄し、⼆次
抗体を加えた。⼆次抗体には Anti-mouse Alexa488を 3% filtered BSA/PBS で 5000倍希釈し
て用いた。室温で 3時間反応させた後、PBSで 5分間 3回洗浄し、封⼊剤でシールしてサンプル
とした。作製したサンプルは共焦点顕微鏡 LSM510 (ZEISS)、BioZERO(キーエンス)を用いて観
察した。 
 
 PI3K 活性測定 
 PCDH24発現細胞における PI3Kの活性を測定するため PI3K assay kit (BPS Bioscience)を用
いた。プロトコルは kit添付のプロトコルに準拠した。10cm dishで培養した HCT116細胞を 4ml 
Cell lytic M (Sigma)にて全細胞溶液を回収し、これをサンプルとした。 
 
 Luciferase アッセイ 
 PCDH24のC末端に融合タンパクとして発現させた luciferaseの活性を測定するため、Dual Glo 
substrate (Promega)を用いた。10cm dishに培養したHCT116細胞に、luciferase融合 PCDH24
全⻑及び各種 C 末端⽋損変異クローン発現ベクターを Galectin1－HaloTag 発現ベクター、
Galectin3-HaloTag 発現ベクター其々と co-transfection した。Plasmid ⽐は 1:1 とし、
transfection試薬に Fugene HDを使用した。transfectionのプロトコルは kit添付の⼿順に従っ
た。Transfection 後 48 時間 37℃、5% CO2 の条件下で培養した。この PCDH24-luciferase- 
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Galectin1/3発現 HCT116細胞を 4mlの Cell lytic M (Sigma)で溶解し、全細胞溶液とした。こ
の細胞溶液 100μlに Dual Glo substrateを 50μl加え室温で 10分反応させた。Luciferase発光
の検出には Glo-MAX (Promega)を使用した。 
 
 リアルタイム PCR 
 100~150 塩基を増幅鎖⻑としてそれぞれの遺伝⼦に対して配列特異的なプライマーを設計し
た。プライマーの設計にはソフトウェア Primer Express (Applied Biosystems)を用い、リアル
タイム PCR反応には Super Script III Platinum SYBR Green One-Step qPCR kit (Invitrogen)
と 7500 FAST Real-Time PCR system(Applied Biosystems)を用いた。それぞれの遺伝⼦の発
現レベルを解析するために comparative Ct法によりmRNA量を定義し、内在性のコントロール
に GAPDH遺伝⼦のmRNA量を使用した。全てのリアルタイム PCR反応は n=4で⾏い平均値を
求めた。 
 
siRNA トランスフェクション 
 HCT116細胞株及びHCT116-PCDH24-EGFP安定発現株を Lab Tech Chmaber slide (Nalgen 
Nunc)に siRNA のトランスフェクション 24 時間前にプレーティングした。合成 anti-EGFP 
siRNA(Stealth RNAi GFP Reporter Control, #No. 12935-145, Invitrogen)をトランスフェク
ション試薬 Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いて細胞中へ導⼊した。トランスフェクショ
ンプロトコルは Lipofectamine 2000マニュアル推奨の⼿順に従った。トランスフェクション 24
時間後、4ng/ml の LMB をメディウム中に添加した。免疫染⾊像はトランスフェクション後 48
時間後のサンプルを用い、抗 PCDH24抗体及び抗βcatenin抗体を用いて⼆重染⾊した。発現抑制
レベルを測定するためのウェスタンブロットには抗 PCDH24抗体を用いた。 
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第 III章 結果 
本研究では大腸上⽪がん由来の細胞株である、HCT116 細胞株と HCT116 細胞株へ PCDH24
を過剰発現させた細胞株 HCT116-PCDH24 株を用いて解析を⾏った。HCT116 細胞株は通常
PCDH24 の発現が全く⾒られず、βcatenin 中のミスセンス変異によって GSK3βを介した分解が
抑制される事でがん化していると考えられている細胞株である(Schroy PC, et al., 1995, 
Brattain MG, et al., 1981)。所属する研究室の先⾏研究の中で、岡崎らによってこの HCT116細
胞株に PCDH24 の発現を強制的に発現させることで接触阻⽌能が復帰する事がわかっている
(Okazaki N, et al., 2002)。この PCDH24が持つがん抑制的な機能を分⼦レベルで理解する目的
で本研究を⾏った。 
 
III-1 ⼆次元電気泳動による網羅的な発現情報解析 
そこでまずはじめに、我々の研究室において過去に作製された大腸がん由来細胞株 HCT116－
PCDH24-EGFP 安定発現株とその親株である HCT116-Parental を用いて、PCDH24 がどのよう
な遺伝⼦の発現に影響を及ぼすのかを検討することにした。PCDH24-EGFP 融合タンパク質が、
PCDH24と同様の接触阻⽌能回復をHCT116細胞にもたらすことは既に先⾏研究で確認されてい
る。 
⼆次元電気泳動解析の結果、683のスポットを検出し、うち 227のスポットでたんぱく質発現
量の変動がみられた。更に質量分析でこれら検出されたスポットについてたんぱく質の同定を⾏い、
124 スポットについて同定もしくは推察することができた。そのうち 14 のスポットについて、
PCDH24 によってたんぱく質量が増加する分⼦としてたんぱく質名を推定もしくは同定すること
ができた。また、44のスポットについては PCDH24によってたんぱく質量が減少する分⼦として
たんぱく質名を推定もしくは同定することができた(図 3-1, 表 2,3)。 
興味深いことに、この実験結果から Vimentinのタンパク質蓄積量が増加している事がわかった。
Vimentinは通常間葉系細胞のマーカーと⾔われているものである(Leong A. S et al., 1988)。 
 
III-2 DNAマイクロアレイによるmRNAプロファイリングの解析 
 次に Affymetrix社の DNAマイクロアレイシステムを用いて、HCT116-PCDH24-EGFP安定
発現細胞、HCT116-Parental細胞、及び HCT116-EGFP細胞の mRNAプロファイル⽐較解析を
⾏った。HCT116-Parentalと HCT116-EGFP間では、予想通り、そのmRNAプロファイルに有
意な差は⾒られなかった (相関係数 R=0.91、図 3-2)。次に HCT116-Parental と
HCT116-PCDH24-EGFPのmRNAプロファイルを⽐較したところ(R=0.54、図 3-2)、3倍以上
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転写量に変化が⾒られる遺伝⼦が 1348遺伝⼦検出された。⼆次元電気泳動によるたんぱく質発現
情報と DNAマイクロアレイによるmRNA発現情報を統合し、mRNAレベルでもたんぱく質レベ
ルでも発現量に変化があるものをリストアップしたのが表 4 である。たんぱく質レベルでの解析
同様、vimentinのmRNA発現レベルは PCDH24の発現によって顕著に増加している事が明らか
となった(132.6倍に増加)。 
 
 
図 3-1 ⼆次元電気泳動によるたんぱく質発現プロファイルの⽐較  
pH4-7の東電点電気泳動を⾏った後、10%アクリルアミドゲルで 2次元目の泳動を⾏った。サ
ンプルには PCDH24-EGF安定発現細胞もしくは HCT116親株の全細胞溶解液を 500μg用いた。
表 2,3 の番号と図中の番号は対応している。⻩⾊丸はたんぱく質量に増加もしくは減少がみられ
た中で特に注目した遺伝⼦で、それらのスポットを拡大した写真を右側に列挙した。 
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表4　PCDH24の発現によって影響を受ける候補遺伝子リスト
Annexin A8
Dermcidin preproprotein
Gelsolin-like capping protein isoform 9
Vimentin
Annexin A3
ATP synthase
Calreticulin
Endoplasmic reticulum protein 29
Ezrin
Glutathione-S-transferase omega 1
Guanine nucleotide-binding protein
Heat shock protein 90 kDa
NME1-NME2 protein
Prohibitin
PCNA
Prolyl 4-hydroxylase
Pyrophosphatase 1 RNA binding motif protein 8A
Splicing factor
T-complex protein 1
Tropomyosin 3
PCDH24によってmRNA量、たんぱく質量が増加しているもの
PCDH24によってmRNA量、たんぱく質量が減少しているもの
 
 
図 3-2 DNAマイクロアレイによるmRNAプロファイルの⽐較 
HCT116-PCDH24-EGFP安定発現株と、HCT116-Parental株から totalRNAを抽出し、サンプ
ルとした。多くのプローブが HCT116-Parentalにおいてシグナル強度が⾼くなっている。 
  
これらの結果から、間葉系マーカーの増加に着目し、その他の上⽪系マーカー、間葉系マーカ
ーと⾔われる遺伝⼦について定量 PCR法とウェスタンブロット法による発現解析を⾏った。その
結果、DNAマイクロアレイの結果が⽰すように、E-cadherinや keratinの発現量が低下していた
(図 3-3、3-4)。さらに、その他の上⽪系マーカー（βcatenin、ZO-1）、間葉系マーカー(actin α
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1、collagen)についても、βcatenin を除いて、その他のマーカーの発現量が低下していることを
明らかにした。この中で特に注目したのがmRNA量、たんぱく質量共に減少している E-cadherin
である。E-cadherin は最も有名なカドヘリンファミリーの⼀つであり、その発現減少は通常細胞
間接着の減弱とそれに伴うアクチン系細胞骨格の消失の指標とされている(Gershengorn MC et 
al., 2004)。 
 
 
図3-3 リアルタイムPCRによる上⽪マー
カー、間葉マーカーのmRNAプロファイル
解析 
HCT116 と HCT116-PCDH24 安定発現株
から取得した total RNA をサンプルとして
実験を⾏った。値の補正のために GAPDH
量を検体量補正の内部標準として用いて、
HCT116 の値に対する HCT116-PCDH24 
の値を相対⽐とした。 
図 3-4 ウェスタンブロットによる上
⽪マーカー、間葉マーカーのたんぱく質
プロファイルの解析 
それぞれ全たんぱく質ライセートを 10
μgずつ SDS-PAGEに適用し、それぞれ
が⽰す抗体によって検出した。
CloneB5、B6 はそれぞれ PCDH24- 
EGFP融合たんぱく質安定発現HCT116
細胞株のクローン番号を指し、この 2つ
のクローンは機能的には差異がない事
が確認されている。 
EGFPはEGFP安定発現HCT116細胞株
であり、細胞増殖という⾯では機能的に
HCT116 細胞株(Parental)と差異がな
い事が確認されている。 
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III-3  PCDH24発現細胞株におけるE-cadherinの減少とアクチンストレ
スファイバーの形成 
E-cadherinの発現を抑制すると⾔われる Zinc-finger転写因⼦、Snail1、Snail2 (Slug)、Twist、
ZEB1、ZEB2、E47について、定量 PCR法によるmRNAレベルの解析を⾏った(Barrallo-Gimeno, 
et al., 2005、Lee, J.D, et al., 2007)(図 3-5)。 
僅かに Slug の発現上昇が認められたが、その他の転写因⼦については発現の低下が認められた。
これらのデータは⼀般に⾔われている上⽪間葉移⾏(EMT; epithelial-mesenchymal transitions)
のように単純な上⽪マーカーの減少と間葉系マーカーの上昇を伴う変化とは違うものであり、また
上⽪細胞様の形態をとる PCDH24安定発現細胞の特徴とも⾒かけ上⼀致しないものであった。こ
の現象を検討するためローダミンファロイジン染⾊によるアクチンストレスファイバーの観察を
⾏った。その結果、PCDH24非発現細胞とは異なり、PCDH24発現細胞では強固なストレスファ
イバーの形成が認められた(図 3-6)。 
     
 
 
 
 
 
 
図 3-5 リ ア ル タ イ ム PCR に よ る
E-cadherin の発現制御に係わる遺伝⼦の
mRNA発現プロファイル解析 
図 3-3 同様の実験条件で、E-cadherin と
vimentin と、E-cadherin の発現を制御して
いるといわれる転写因⼦を解析した。 
図 3-6 ファロイジン染⾊によるアクチンスト
レスファイバーの観察 
PCDH24 非発現細胞では細胞接着⾯及び細胞質突
起部にアクチン重合が⾒られる(⽮印部)。これに対
して PCDH24 発現細胞では、細胞質全体に線状の
アクチンストレスファイバーが観察できる。 
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III-4 PCDH24によるβcateninの膜局在化と核移⾏の阻⽌ 
図 3-4に⽰すように、細胞内のβcateninたんぱく質の総量には殆ど差異が⾒られないにも係
わらず（図 3-4）、PCDH24 非発現細胞(PCDH24-)では細胞質にも分布しているβcatenin が
PCDH24 発現細胞(PCDH24+)では顕著に細胞膜上へと局在が変化している事が判った(図 3-7 
上 2段)。次にレプトマイシン B(LMB)で処理する事でβcateninの核外輸送を阻害した状態でのβ
cateninの局在性を検討した(図3-7 下2段)。LMB存在下ではPCDH24非発現細胞(PCDH24-) で
はβcateninの核内輸送は起こるが核外への輸送が起こらないため、βcateninが核内へ蓄積してい
る様⼦が観察できた。その⼀⽅で、PCDH24発現細胞(PCDH24+)では LMB処理をしているにも
係わらずβcateninの核への蓄積は⾒られなかった。このことから、PCDH24によるβcateninの膜
局在化は同時にβcateninの核移⾏を抑制していると考えられる。 
 
 
図 3-7 βcateninの細胞内局在観察 
PCDH24 発現細胞では、βcatenin は
細胞膜へと局在化している。さらに
LMB(レプトマイシン B)によって核外
輸送を阻害しても核内蓄積は⾒られ
なかった。 
 
そこでこの核移⾏の抑制による影
響を調べるためにβcatenin が転写因
⼦として制御している TCF/lef シグ
ナルの下流遺伝⼦について検討した
(He et al., 1998、 Mann et al., 1999、 
Shtutman et al., 1999、 Wielenga 
et al., 1999、Boon et al., 2002)。
DNA マイクロアレイの結果に照会す
ると Myc(7.2 倍減少)、Cycline D1(12.5 倍減少)、Met(81.2 倍減少)、CD44(9.1 倍減少)、
PLAUR(6.8 倍減少)と、mRNA レベルではいずれも顕著に減少していることがわかった。このア
レイのデータを確認するために、ウェスタンブロットとリアルタイム PCRによってその発現量を
確認した(図 3-8、3-9)。 
その結果、βcateninによって発現が増加するとされている遺伝⼦のmRNA量が顕著に減少して
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いる事が明らかとなった。次に、このβcateninの膜局在が PCDH24によるものである事を確認す
るため、siRNAによる PCDH24-EGFP融合たんぱく質のノックダウン実験を⾏い、免疫染⾊によ
ってβcatenin の局在を観察した(図 3-10)。PCDH24-EFP 融合たんぱく質のノックダウンには
EGFP 配列に特異的な siRNA を用いた。これによって約 80%の PCDH24-EGFP 融合たんぱく質
の発現が抑制された事を確認した(図 3-10 上部)。さらに、この PCDH24 のノックダウン
(siRNA(+) )によってβcateninの膜局在が崩壊し、細胞質へと分布する様⼦が観察できた(図 3-10 
下部)。トランスフェクション試薬のみでは PCDH24 たんぱく質量に変化は無いが siRNA によっ
て PCDH24 たんぱく質発現量が低下していることをウェスタンブロットによって確認した(上部)。 
以上の実験により、PCDH24によってβcateninが細胞膜上へと局在化する事と、その下流に存
在する TCF/lefシグナルの遺伝⼦の発現が抑制される事がわかった。 
     
 
 
 
 
 
図 3-8 βcatenin 下流で制御される細
胞の増殖に関与する遺伝⼦のたんぱく
質プロファイル解析 
Myc、Cycline D1、Metについてそれぞ
れの抗体でウェスタンブロット法によ
って検出した。 
図 3-9 βcatenin下流で制御される細胞の増殖
に関与する遺伝⼦のmRNAプロファイル解析 
CD44、PLAUR、Metについてそれぞれの配列特
異的なプローブを用いてリアルタイム PCR によ
って mRNA 量を検出した。内部補正に GAPDH
特異的なプローブを用いて補正している。 
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III-5  PCDH24発現 HCT116細胞の接触刺激とβcateninの局在化誘導 
次にβcatenin の膜局在化が起こる条件の検討を⾏った。そのために、PCDH24 発現細胞と
PCDH24 非発現細胞を混合して培養をし、PCDH24-EGFP とβcatenin の局在を観察した。
PCDH24-EGFP発現細胞(PCDH24)同⼠の接触境界⾯においては PCDH24-EGFPが膜に蓄積し、
それに伴いβcatenin が集積している様⼦が観察できた。⼀⽅で PCDH24-EGFP 発現細胞と
PCDH24-EGFP非発現細胞(Parental)とのヘテロな接触境界⾯では PCDH24-EGFP蓄積はあまり
観察されず、βcatenin の集積も殆ど起こっていない(図 3-11)。次に PCDH24-EGFP 発現細胞を
培養し、細胞密度の違う状態でβcatenin の局在を観察した。細胞密度の非常に低い状態(図 3-12 
左側)では PCDH24-EGFP発現細胞は⼗分に増殖、伸展を繰り返す。そのことを裏付けるかのよう
に、βcatenin の局在も細胞質及び核へと分布している。それに対して⾼密度条件下におけるβ
cateninは先にも⽰したとおり細胞膜上へと局在している様⼦が⾒て取れる(図 3-12 右側)。 つ
まり、PCDH24-EGFP による HCT116 細胞株におけるβcatenin の膜局在化の誘導は、
PCDH24-EGFP 発現細胞同⼠の接触刺激が元になっている事が考えられ、その際のβcatenin は
図 3-10 siRNA による PCDH24-EGFP
ノックダウンとβcateninの膜局在の崩壊 
siRNAによって PCDH24-EGFPの発現を抑
制したときのβcateninの局在を観察した。
EGFP 配列に特異的に作用する siRNA を用
いて PCDH24-EGFP の mRNA をノックダ
ウンした。Clone B5 は PCDH24-EGFP 安
定発現 HCT116細胞株クローンの⼀つであ
る。 
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E-cadherinを介在しないシステムによって膜局在化を起こしている事が⽰唆された。 
 
 
III-6 プルダウンアッセイによる PCDH24相互作用分⼦の探索 
そこで次に免疫沈降によってβcatenin と PCDH24 の相互作用の検出を試みた(図 3-13)。
SDS-PAGEによる分析したところ 4本の特異的なバンドが⾒られたため、質量分析によってそれ
らのバンドに含まれるたんぱく質の解析を⾏った(表 5)。しかし、解析したバンド中にはβcatenin
は検出されなかった。また、免疫沈降-ウェスタンブロットでもβcateninのバンドは検出できなか
った。そこで、より⾼効率で特異性の⾼い相互作用たんぱく質検出の系として HaloTagテクノロ
ジーを用いたプルダウンアッセイの系を構築した。この実験の為に C末端に HaloTagを付加した
PCDH24-HaloTag融合たんぱく質発現 HCT116細胞株を作製した(図 3-14 A)。 
作製された PCDH24-HaloTag 融合たんぱく質発現株はこれまでの実験で用いてきた
PCDH24-EGFP 発現株と同様に膜へと局在し、HCT116 細胞株に対して⼀定密度での細胞増殖の
制御と移動の接触阻⽌を惹起する事を確認した(図 3-14-B,C,D,E)。PCDH24-HaloTag 融合たん
ぱく質は膜へと局在する事を TMR染⾊によって確認した(図 3-14B)。また経時的に細胞数を計測
し、増殖曲線をプロットすると、PCDH24非発現株(DOX- Col5, Col7及び HCT116)の細胞数に
⽐べて、PCDH24 発現株(DOX+Col5,Col7 及び PCDH24-EGFP)はより細胞数の低いところでそ
の増殖がほぼ停⽌している事がわかる(図 3-14C)。また⽐較対象として HCT116 及び
PCDH24-EGFPの細胞株を用いた実験も同時に⾏った。 
図 3-11 PCDH24発現細胞のホモ境界⾯にのみ集積
する PCDH24とβcatenin 
PCDH24 発現細胞(PCDH24)と PCDH24 非発現細胞
(Parental)を 1:1 の⽐で混合して培養を⾏った。細胞
同⼠が⼗分に接触をしている密度において、PCDH24
発現細胞同⼠のホモ境界⾯、及び PCDH24発現細胞と
PCDH24 非発現細胞のヘテロな接触境界⾯を観察し
た。PCDH24は GFPの発光を、βcateninはβcatenin
抗体を用いて染⾊して観察した。 
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表5　免疫沈降によって分離したバンドの質量分析結果
sample
No.
Protein name
Accession
No.(NCBI)
Predicted
MW (Da)
Observed
MW (Da)
Mascot
score
1 PCDH24 protein gi|120660008 141457 230000 958
2 PCDH24 protein gi|120660008 141457 145000 909
3 PCDH24 protein gi|120660008 141457 100000 535
4 vimentin gi|47115317 55000 60000 812
＊No. 1～4はそれぞれ図3-13中の1～4に対応している。
Table - interaction proteins by pull down assay
 
図 3-12 密度依存的に接触境界
⾯へ集積するβcatenin 
PCDH24 発現細胞を低密度と⾼
密度の⼆つの条件下で固定し、免疫
染⾊によってβcatenin の局在を観
察した。 
 
図 3-13 PCDH24 抗体を用いた免
疫沈降による相互作用分⼦の解析 
PCDH24 抗体を用いて PCDH24 発現
細胞(PCDH24-)、PCDH24 発現細胞
(PCDH24+)を用いてそれぞれ免疫沈
降を⾏い、SDS-PAGEによって分画し
た。写真はネガティブゲル染⾊によ
る。１〜４のバンドを切り出して質量
分析によって同定を試みた。 
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このことからテトラサイクリン誘導型 PCDH24-HaloTag 融合たんぱく質発現 HCT116 細胞株
(col5/col7 DOX＋ or – )はそれぞれ HCT116親株及び HCT116 PCDH24-EGFP安定発現株と
同様に増殖抑制に関する特徴を持っている事が⽰された。次に PCDH24が持つ移動の接触阻⽌能
の惹起について検討した(図 3-14D)。PCDH24 非発現細胞(ドキシサイクリン不含培地で培養、
PCDH24-)では細胞がそれぞれ不規則な運動を繰り返すために、24 時間後の観察においてもその
空隙は完全には埋まっていない。これに対して PCDH24発現細胞(ドキシサイクリン含有培地で培
養、PCDH24+)では細胞同⼠が⼀度接触すると離れないため結果として⼀定⽅向への移動を⾏う
ようになり 24 時間後の観察では空隙部分はほぼ完全に埋まっている。この事から
図 3-14 PCDH24 全⻑の C 末端に HaloTag を付加した（A)。発現させた PCDH24HaloTag
融合たんぱく質は TMR染⾊により細胞膜上へと局在する事が確認された(B)。増殖曲線を取る
と PCDH24発現細胞(DOX+ col.5、col.7)は⼀定の細胞密度で増殖を停⽌している事がわかる
(C)。またwound healing assayを⾏い、PCDH24発現細胞では 24時間後に殆ど完全に空⽩
が埋まる事を確認した(D)。1μg/mLのドキシサイクリンによって PCDH24-HaloTag融合たん
ぱく質が発現している事を TMR染⾊及び PCDH24抗体を用いて確認した(E)。 
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PCDH24-HaloTag 誘導型 HCT116 細胞株はこれまでの知⾒同様移動の接触阻⽌を惹起する事が
確認された(Okazaki N, et al., 2002)。また、ウェスタンブロット及び TMR 染⾊を用いて
PCDH24-HaloTag 融合たんぱく質の発現を確認した (図 3-14E)。これらの結果から
PCDH24-EGFP安定発現 HCT116 細胞株同様、PCDH24-HaloTag融合たんぱく質が HCT116細
胞内で機能的に働いているものと考え、プルダウンアッセイを⾏った。 
 
プルダウンアッセイの簡単な概念図を⽰した(図 3-15)。HaloLink Resinは HaloTagと共有結
合するリガンドをセファロースビーズ表⾯に持つ。このため⼀度結合した HaloTagたんぱく質は
効率良くビーズに回収される。またこのリガンドは HaloTag以外のたんぱく質とは殆ど相互作用
しないため、非常に特異性の⾼い回収が可能となっている(Ohana RF, et al., 2010)。このアッセ
イ系を用いて PCDH24発現細胞及び PCDH24非発現細胞、そして⼀過性に HaloTagを発現させ
た HCT116細胞株に対してプルダウンアッセイを⾏い、SDS-PAGE分離後にバンドを切り出して
そこに含まれるたんぱく質を同定もしくは推定した(図 3-16、表 6)。PCDH24発現細胞(DOX+)
では PCDH24同⼠の相互作用が確認できている(No.11、No.12)。PCDH24発現細胞ライセート
中に特異的なバンドとして Importin(No.15)、HSP70(No.16)などが検出されたが、これらの同
定されたタンパク質の中で最も注目したのは Galectin3(No.25)、Galectin1(No.27)であった。こ
の Galectin1/3 との相互作用を確認するため、プルダウンアッセイサンプルを用いたウェスタン
ブロットを⾏った(図 3-17A,B下段)。結果として PCDH24発現細胞ライセートを用いたプルダウ
図 3-15 HaloLink Resinを用いたプルダウンアッセイによる相互作用分⼦の解析 
HaloTagに対して共有結合するHaloLink Resinによって PCDH24-HaloTag融合たんぱく
質と相互作用している分⼦と共に回収し、SDS-PAGE によって相互作用分⼦を分離、質量分
析によってそのたんぱく質の同定を試みる。 
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ンアッセイサンプルに特異的に Galectin1、Galectin3が検出され、PCDH24と Galectin1/3の相
互作用が確認された。また、PCDH24発現細胞と PCDH24非発現細胞における Galectin1/3のた
んぱく質の総量は殆ど差異がない事がわかった(図 3-17A,B上段)。 
さらに、このプルダウンアッセイサンプルを用いてβcateninと PCDH24の相互作用の検出を試
みたが免疫沈降同様 PCDH24とβcateninの相互作用は検出できなかった(図 3-17C)。次にこの相
互作用を確認するため、Galectin-HaloTag クローンを⼀過性に発現させた PCDH24 発現細胞及
び PCDH24 非発現細胞を用いて、確認実験を⾏った。Galectin1-HaloTag クローン、
Galectin3-HaloTagクローン共に C末端に HaloTagを付加した(図 3-18A)。この融合たんぱく質
を HaloLink Resin で回収し、ウェスタンブロット法により PCDH24 抗体を用いて検出した。そ
の結果 Galectin1、Galectin3共に PCDH24との相互作用が確認された(図 3-18B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-16 PCDH24と相互作用する分⼦のプルダウンアッセイによる解析 
PCDH24発現細胞(DOX+)と PCDH24非発現細胞(DOX-)及びHaloTagトランスフェクショ
ン HCT116細胞のライセートを用いてプルダウンアッセイを⾏った。 
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表6　プルダウンアッセイによって検出された相互作用分子の質量分析による同定
sample No. Protein name
Accession
No.(NCBI)
Predicted MW
(Da)
Observed
MW (Da)
Mascot
score
1 clathrin heavy chain 1 gi|4758012 191413 190000 157
2 KIAA0034 gi|40788952 192685 150000 175
3 nucleolin gi|189306 76343 120000 88
myosin VI gi|9280816 145956 120000 78
4 lamin-A/C isoform 1 precursor gi|27436946 74095 100000 203
5
aldehyde dehydrogenase family
member A3
gi|153266822 56073 80000 56
6
ATP synthase subunit alpha,
mitochondrial precursor
gi|4757810 59714 55000 158
alpha-tubulin gi|37492 50126 55000 259
KIAA1715 protein gi|12697975 47838 55000 144
protein lunapark gi|38176151 47710 55000 144
7
Eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha 1
gi|48734733 50153 50000 121
glcocorticoid receptor AF-1
specific elongation factor
gi|7108915 46240 50000 121
8 beta actin gi|4501885 41710 45000 388
cytochrome b-c complex
subunit2, mitochondrial precursor
gi|50592988 48413 45000 198
9 prohibitin gi|46360168 29802 30000 565
voltage-dependent anion channel gi|340201 31575 30000 210
chainA Solution Structure And
Dynamics Of The Human-
Escherichia Coli Thioredoxin
gi|24158968 11673 30000 58
10 histone H4 gi|4504301 11360 13000 312
11 PCDH24 protein gi|120660008 141457 300000 1193
12 PCDH24 protein gi|120660008 141457 190000 1288
13 nuclear DNA helicase II gi|1806048 140788 150000 373
14 myosin VI gi|9280816 145956 120000 55
15 importin subunit beta-1 gi|19923142 97108 100000 104
16 lamin-A/C isoform 1 precursor gi|27436946 74095 80000 712
heat shock 70kDa protein 9 gi|12653415 73682 80000 145
17
heat shock cognate 71kDa
protein isoform 1
gi|5729877 70854 78000 596
18 chaperonin (HSP60) gi|306890 60986 70000 31
19 40S ribosomal protein S3a gi|4506723 29926 60000 215
20 voltage-dependent anion channel gi|340201 31575 55000 192
21
Eukaryotic translation elongation
factor 1 alpha 1
gi|48734733 50153 50000 516
22 beta actin gi|4501885 41710 45000 521
23
phosphate carrier protein,
mitochondrial isoform b precursor
gi|4505775 39933 33000 80
voltage-dependent anion channel gi|340201 31575 55000 192
24 prohibitin gi|46360168 29786 30000 561
ADP, ATP translocase gi|339721 28042 30000 233
25
galactose-specific lectin
(galectin3)
gi|1196442 26132 26000 241
ribosomal protein S8 gi|4506743 24190 26000 167
26
Rab5c-like protein, similar to
Canis familiaris Rab5c protein,
PIR Accession
gi|508285 23553 22000 104
27 galectin-1 gi|4504981 14706 14000 653
histone H4 gi|4504301 11360 13000 290
28 battier-to-autointegration factor gi|4502389 10052 8000 62
Table - interaction proteins by pull down assay
* ZSample No.は図3-16中の番号に対応している。  
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図3-17 プルダウン-ウェスタンブ
ロットによる相互作用分⼦の確認 
ウェスタンブロット法によってそれ
ぞれの抗体を用いて検出を⾏った。 
PCDH24 発現細胞においてプルダ
ウンサンプル中でも Galectin1(A)、
Galectin3(B)のバンドが検出されて
いるのに対して、βcatenin(C)ではβ
cateninが検出されなかった。 
 
図 3-18 Galectin1/3-HaloTag 融合たんぱく質を用いたプルダウンアッセイによる
PCDH24の検出 
Galectin1、Galectin3 を HaloTag 融合たんぱく質(A)として細胞内に発現させプルダウ
ンアッセイを⾏った。そのサンプルに対してウェスタンブロット法を用いて Galectin1/3と
PCDH24の相互作用を検出した(B)。 
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III-7 PCDH24による Galectin1/3の膜局在化誘導 
次にこの相互作用を組織化学的に観察した(図 3-19)。PCDH24非発現細胞(⾼密度)、PCDH24
発現細胞(⾼密度)、PCDH24 発現細胞(低密度)の条件下で Galectin1(左)、Galectin3(右)の細胞
内の局在を観察したところ、Galecitin1、Galectin3共に PCDH24非発現細胞中では細胞質及び核
へと分布しているのに対し、PCDH24発現細胞中では細胞膜へと局在化している。このことから、
PCDH24 と Galectin1/3 の相互作用は細胞膜で起こっている事が⽰された。また、低密度状態の
PCDH24 発現細胞においては Galectin1/3 の相互作用が⾒られない事から、Galectin1/3 は細胞
密度依存的に PCDH24 によって細胞膜へと局在化する事が⽰唆された。そこで、次にこの
Galectin1/3 が PCDH24 発現細胞中で機能的な役割を担っているかどうかを検討するために、
Galectin1、Galectin3を⼀過性に過剰発現細胞させた細胞を用い、βcateninの局在を免疫染⾊に
よって観察した(図 3-20)。その結果、βcateninは PCDH24 発現細胞であるにもかかわらず、そ
の膜局在が崩壊し、細胞質及び核に蓄積している様⼦が観察された。 
 
 
 
 
図 3-19 免疫染⾊による Galectin1、Galectin3の局在観察 
PCDH24-EGFP 非発現細胞(⾼密度)、PCDH24-EGFP 発現細胞(⾼密度)、PCDH24-EGFP発現細
胞(低密度)の条件下で Galectin1(左)、Galectin3(右)の細胞内の局在を観察した。 
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III-8 PCDH24-Galectin1/3の相互作用ドメインの探索 
これまでの結果から PCDH24と相互作用する Galectin1/3が何らかの役割を担っていると考え、
その相互作用ドメインを検討した。 
Galectin1/3と相互作用する PCDH24の配列を検討するにあたって、ルシフェラーゼ-プルダウ
ンアッセイの系を構築した(図 3-21)。 
PCDH24-luciferase 融合たん
ぱく質として発現するように
PCDH24 全⻑を含む 3 つのクロ
ーン、PCDH24-FULL、PCDH24- 
1280、PCDH24-1186 を作製し
た。PCDH24-1280、PCDH24- 
1186 はそれぞれ PCDH24 の C
末端側を⽋損させた 1280アミノ
酸残基、1186 アミノ酸残基のク
ローンである。この⽋損クローン
は、PCDH24の細胞内ドメインに
予測される2箇所の糖鎖修飾予測
配列、1270 アミノ酸残基近傍と 1307 アミノ酸残基近傍をそれぞれ⽋損させる目的で作製した。
このクローンと Galectin1/3-HaloTag融合たんぱく質発現クローンを同時にトランスフェクショ
図 3-20 免疫染⾊によるβcatenin の
局在観察 
Galectin1過剰発現細胞(左)、Galectin3
過剰発現細胞(右)におけるβcatenin の
局在を観察したところ、βcatenin の核
移⾏が起こっている事が明らかとなっ
た。 
 
図 3-21 プルダウン-ルシフェラーゼアッセイの模式図 
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ンし、HCT116細胞内で発現させ、細胞密度が⼗分に⾼密度である状態でサンプリングを⾏った。
プルダウンアッセイ後のサンプルに Dual-Glo™ Luciferase Substrateを加え、その化学発光強度
からルシフェラーゼ活性を測定した(図 3-22)。いずれのサンプル中においても数値のバラつきは
あるものの、全細胞ライセート (Lys)中ではルシフェラーゼ活性が認められる事から、
PCDH24-luciferase 融合たんぱく質は発現している。luciferase 融合たんぱく質をトランスフェ
クションしていないコントロール実験(図 3-22, None)ではルシフェラーゼ活性は認められなかっ
た。PCDH24-Fullではプルダウンアッセイによってキャプチャーされてきたサンプル(cap)におい
て、Galectin1、Galectin3共に⾼いルシフェラーゼ活性を⽰している事から、今までのデータが⽰
す通り PCDH24-Galectin1/3との相互作用が存在する事が⽰唆されている。⼀⽅ HaloTagのみと
の相互作用は殆ど検出されていない事から、この相互作用は HaloTag によるものではないと考え
られる。同様に PCDH24-1280 アミノ酸残基(1280)を用いた実験でもキャプチャーした分画に
Galectin1、Galectin3 との相互作用が確認できた。⼀⽅で PCDH24-1186 アミノ酸残基(1186)
をもつものはキャプチャーした分画にルシフェラーゼ活性は検出されなかった。このことから、
PCDH24 と Galectin1/3 との相互作用はいずれも 1186 アミノ酸残基から 1280 アミノ酸残基の
間で起こっている事が考えられる。 
   
図 3-22 ルシフェラーゼアッセイによる PCDH24 C末端⽋損クローンと Galectin1/3の相
互作用 
PCDH24 全⻑ (FULL)、PCDH24-1186 アミノ酸残基 (1186)、PCDH24-1280(1280)と
Galectin1-HaloTag、Galectin3-HaloTag、HaloTagのみとの相互作用をルシフェラーゼ活性の測
定によって検出した。 
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III-9 Galectin1/3下流に存在するシグナル伝達経路の検討 
最後に、⽂献的報告を元に、Galectin1/3 が制御するシグナル伝達経路について検討を⾏った。
Galectin1/3 は共に PI3K を活性化⽅向に制御している事で知られている(Rotshenker S, et al., 
2008、Lagana A, et al., 2006、Galit Elad-Sfadia, et al., 2002、Shumei Song, et al., 2009、
Elad-Sfadia G, et al., 2004、Philpott KL, et al., 1997、Nakahara S, et al., 2005、Lee YJ, et 
al., 2003)。また、PI3Kはβcateninの活性制御に深く関与しており、その局在化についても複数
の経路がある事が知られている(Li J, et al., 2010、Cox SN, et al., 2010、Katoh M, 2006、
Almeida M, et al., 2005)。これらの事から、Galectin1/3が PI3Kを介してβcateninを抑制的に
制御しているという経路の存在が考えられた。そこで PCDH24 の発現が PI3K の活性制御に寄与
しているか検討した(図 3-23)。 
 
図 3-23 PCDH24による PI3Kの活性制御とGalectin1/3の過剰発現による PCDH24誘導性
PI3K活性の抑制解除 
PCDH24非発現細胞の PI3Kを 100%としてそれぞれの活性を百分率でグラフ化した。 
＊t検定を⾏い P値を取得した。p<0.05としたとき、doxycycline+(confluent)、LY294002は
有意に抑制されているといえる。 
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PCDH24非発現細胞の PI3K活性に対して PCDH24発現細胞の PI3K活性は有意に抑制されて
いた(図 3-23  confluent, PCDH24+)。このことから PCDH24は PI3K活性を抑制的に制御して
いる事がわかった。また細胞密度が低く、対数増殖期にある細胞の場合(sparse)では PCDH24非
発現細胞、PCDH24発現細胞ともにPI3Kの活性を大きな差異は⾒られなかった。しかし、Galectin1、
Galectin3をそれぞれ過剰発現させた PCDH24発現細胞では(confluent, PCDH24+, Galectin1/3 
+)PI3Kの活性は抑制されていなかった。つまり、Galectin1/3は PI3Kを活性化するが、PCDH24
と相互作用する事でその活性化が抑制されている、と考えられる。また HCT116 細胞株を PI3K
インヒビターである LY294002で処理すると、PCDH24発現が⾒られなくてもβcateninの膜局在
化が起こる事を⾒出した(図 3-24)。これらの結果から、PCDH24は Galectin1/3の膜局在化によ
って PI3K の活性を抑制的に制御し、その結果としてβcatenin の膜局在化を誘導しているという
可能性が⽰唆された。 
 
 
図 3-24 PI3K インヒビター LY294002 に
よるβcateninの膜局在化 
HCT116 細胞を PI3K インヒビターである
LY294002 100μg/mL含有メディウムで 48時間
培養し、免疫染⾊法によりβcateninの局在を観察
した。 
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第 IV章 考察 
 以上、⼀連の実験結果から大腸がん由来細胞株 HCT116において PCDH24が惹起している接触
阻⽌現象の分⼦メカニズムの⼀端が明らかとなった。 
 本研究では、PCDH24安定発現 HCT116細胞という素材に私自⾝が修⼠課程において系を構築
した⼆次元電気泳動を軸としたたんぱく質発現プロファイル解析によるスクリーニングを⾏い、更
に DNA マイクロアレイによる mRNA 発現プロファイル解析の結果を併せた系を適用する事で
PCDH24による HCT116細胞株への影響を探索した。しかし DNAマイクロアレイ、リアルタイ
ム PCRの結果と⼆次元電気泳動の結果は必ずしも⼀致していない場合がしばしば⾒られた。この
事は、その機能を鑑みても、PCDH24 は必要に応じて速やかに細胞の増殖能を復帰させるために
増殖のスイッチを常に ONに保ちつつ、たんぱく質レベルでの発現を抑制する事で実際の現象とし
ては細胞の増殖抑制を引き起こしている可能性が考えられる。この ON/OFF のコントロールの中
⼼的な役割を果たしているのがβcateninであると考えている。また、DNAマイクロアレイ、⼆次
元電気泳動共に PCDH24発現細胞において発現が低下している遺伝⼦が多い（図 3-1、図 3-2）。
細胞増殖が盛んに⾏われている HCT116親株に対して、HCT116-PCDH24安定発現株では増殖が
殆ど停⽌している状態であり、増殖が停⽌している細胞においては数多くの遺伝⼦の発現が不要で
ある事からこの結果は妥当なものであると考えている。今回の研究では、そのように多くの遺伝⼦
の発現が低下する中で発現が亢進していた数少ない遺伝⼦の中の⼀つ、vimentin に着目した。
vimentin は非上⽪性細胞によく⾒られる細胞骨格たんぱく質である事は結果の項目で既に述べた
が、近年、アクチン繊維と vimentinの相互作用や(Esue et al., 2006)、カドヘリンファミリーと
の相互作用も報告されている(Kowalczyk et al., 1998、 Kim et al.,2005)。事実、PCDH24と
vimentinの相互作用が免疫沈降によって検出されている(図 3-13)。しかし⼀⽅で PCDH24の細
胞内ドメインと今まで報告されている vimentin と相互作用するたんぱく質 plakin family 
(desmoplakin, BPAG1, ACF/microtubule actin cross-linking factor, envoplakin, periplakin, 
epiplakin) との相同性は全く⾒出せなかった(Karashima and Watt, 2002、Jang et al., 2005、
Spurny et al., 2007)。さらにいくつかの検討においても vimentinが単独で PCDH24が誘導す
る接触阻⽌を制御しているというデータを得る事はできなかった。またプルダウンアッセイにおい
ても vimentinや vimentinと相互作用する plakin たんぱく質は検出されなかった(図 3-16)。こ
のため、vimentinのたんぱく質量増加という現象はβcateninの核移⾏が抑制され細胞増殖が停⽌
する、というイベントの下流に存在していると考え、それ以外の細胞増殖制御の機構を探る事とな
った。 
 Vimentinに端を発した解析から、E-cadherinタンパク質量が PCDH24発現に伴って減少する
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事を⾒出した。E-cadherin は最も有名なカドヘリンファミリーの⼀つであり、その発現減少は通
常細胞間接着の減弱とそれに伴うアクチン系細胞骨格の消失の指標とされている(Gershengorn 
MC et al., 2004)。βcateninは E-cadherinの裏打ちたんぱく質として細胞膜上に存在している
ときはアクチンストレスファイバー形成の⾜場となり、強固な細胞骨格を⽀える役割を果たしてい
る⼀⽅で E-cadherin から離脱したβcatenin は、核内へと移⾏し、転写因⼦として機能して細胞
増殖に関わる多くの遺伝⼦の発現を誘導する事が知られている(Tanoue, T, et al., 2005)。この
E-cadherin – βcatenin の組み合わせは接触阻⽌のひとつの基本的なモデルであり、多くの組織
で恒常的に⾒られるものである。しかし、PCDH24発現細胞では E-cadherinの発現は殆ど消失し
ており、こうした⼀般的な図式での接触阻⽌機構の説明は成⽴しない。おそらく、PCDH24 は肝
臓・腎臓・大腸上⽪に特異的な発現が⾒られる遺伝⼦であるため、組織特異的な接触阻⽌応答のモ
デルとして E-cadherinを介さない別の形の接触阻⽌機構が存在する可能性があると考えた。 
今回サンプルとして使用した HCT116 は大腸がん由来の細胞株であるが、多くの大腸がんはこ
のβcatenin に変異が⽣じるために起こるといわれている(Yu Li et al., 2008)。この変異はβ
cateninのリン酸化部位に集中して⾒られる事から、GSK3βによるリン酸化を受けない事でプロテ
アソームによる分解を回避し、結果として大量のβcatenin が核へと移⾏するために異常な転写亢
進が起こると考えられている。HCT116細胞株も例外ではなく、βcateninのリン酸化部位に変異
が⼊っている。核へと移⾏したβcatenin によって発現してくる増殖因⼦群は細胞骨格たんぱく質
である E-cadherinの発現を抑制的に制御しているため、HCT116親株においても E-cadherinの
発現量は低くなっていると考えられる。さらに PCDH24 の過剰発現によって E-cadherin の発現
はほとんど完全に消失する事から、本研究におけるβcatenin を細胞膜で直接相互作用している分
⼦は E-cadherin ではありえない。当初 PCDH24 もカドヘリンファミリーに属するたんぱく質で
ある事からカドヘリンスイッチが起こり、消失した E-cadherin の代わりにβcatenin と相互作用
している可能性を検討した。しかし、免疫沈降、プルダウンアッセイなど複数の⼿法で検討したが
PCDH24-βcatenin の相互作用を検出する事はできなかった図 3-13, 17)。βcatenin は、何らか
の分⼦と結合して細胞膜上へとリクルートされていると考えられるが、現在のところその相⼿分⼦
は不明であり今後の大きな課題である。 
 また、PCDH24発現細胞株においてβcateninのリン酸化部位に変異が⼊っていて分解が抑制さ
れているにもかかわらず、βcateninが核内に蓄積されないメカニズムについて、PI3Kの抑制が直
接の引き⾦になりうるという事実から⼀つの仮説を⽴てる事ができる。PI3K は GSK3βを介した
Wnt シグナルの制御によるβcatenin の分解を抑制している⼀⽅で、GSK3βを介さないβcatenin
の分解抑制と細胞膜局在性の崩壊を誘導するという報告がある(Araújo WM, et al., 2010)。つま
り、PI3Kによるβcatenin の制御は通常 GSK3βが大きな役割を果たしているが、⼀部では GSK3
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βに代わる分解とは別の機能を持った pathwayが存在しており、PCDH24による PI3K抑制はこ
れら別経路由来でのβcateninの細胞膜局在の誘導である可能性が考えられる。 
 Galectin1とGalectin3はGalectinsはガレクチンはβ-ガラクトシドを認識するレクチンであり
哺乳類で 14種類が同定されており、様々な⽣理活性を制御している事が知られている (Shoji H. 
et al., 2002 、Heilmann S et al., 2000、JW Park et al., 2001、Patterson,R.J.  et al., 1997)。
そのうちのひとつが本研究においてターゲットとなった PI3K の活性制御である。本研究で
Galectin1/3を過剰発現させた系を用いているが、この実験はあくまで⼈⼯的な系であり内在性の
HCT116細胞中で起こっているシグナル伝達経路をそのまま模したものとは⾔い難いものである。
しかしPCDH24によって本来細胞膜上へと局在変化しているはずのβcateninを核へと移⾏させた
という事は、この PCDH24-βcatenin の経路に少なくともなんらかの影響を与えている事は間違
いないと考えられる。Galectin1/3は H-Rasと複合体を形成し、PI3Kのリン酸化を⾏う。リン酸
化されたPI3Kは基質であるPI2(ホスファチジルイノシトール⼆リン酸)をPI3(ホスファチジルイ
ノシトール三リン酸)へとリン酸化する。PI3となったホスファチジルイノシトールは Aktなどと
結合する事でこれらの分⼦を活性化する。この PI3K の下流の経路については様々な経路があり、
組織や状況に応じて様々な役割を持つ事が知られている。本研究では PI3Kにターゲットを絞った
解析を⾏ったが、Galectin1/3 が PI3K 以外の経路を制御している可能性や、PI3K がどのような
経路をもってβcatenin を制御しているのかは依然として不明であり、今後の課題となっている。
⽂献的にはβcateninが Galectinと相互作用するという報告もあるが、今回⾏った HC116を用い
た系では両タンパク質間の相互作用は検出されなかった（Tatsuo Shimura, et al., 2004： data 
not shown）。そのため PCDH24 とβcatenin は Galectin1/3 を介して細胞膜上で複合体を形成
している可能性がある。 
 いずれにせよPCDH24は単独で過剰発現させるだけでHCT116細胞が持つ無秩序な増殖を⼀定
の細胞密度で抑制するという機能を持ち、がんに対して抑制的な機能を持つのは間違いない
(Okazaki N, et al., 2002)。それ故に本研究によって明らかとなった PCDH24の増殖抑制のメカ
ニズムは、がんという疾病の克服に向けた大きな⼀助となると考えられる。また、今後更に 
PCDH24の機能解析が進められる事が期待される。 
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